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Resumen

Se condujeron cinco diferentes experimentos para evaluar los potenciales efectos
antidepresivos de la cumarina semisintética FCS-304, para ello se utilizaron 30 ratas
Wistar y 30 ratones ICR del Departamento de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en
cinco diferentes grupos: vehiculo, patrén (imipramina), dosis alta FCS-304 (150 mg/kg),
dosis media (75 mg/kg) y dosis baja (50 mg/kg). El grupo de ratas fue administrado por via
oral durante siete dias y a partir del tercer dia, se evalué su desempefio en las pruebas de
desesperanza aprendida, nado forzado y reversion de reserpina. En los ratones, la accion
farmacologica de la cumarina se evalu6 a través de la interaccion con L-5-HTP. Los
resultados sugieren que FCS-304 ejerce efectos de tipo antidepresivo vinculados con
mecanismos serotoninérgicos en el Sistema Nervioso Central.

Palabras clave: Roedores, modelos animales de depresién, FCS-304, test de nado

forzado, reserpina, L-5-HTP.

Abstract

Five different experiments were conducted to evaluate the potential antidepressive effects
of the synthetic coumarine FCS-304. 30 Wistar rats and 30 ICR mice of animal facility
laboratory of Departamento de Farmacia - Facultad de Ciencias from Universidad Nacional
de Colombia were used in this tests. Animals were randomly assigned to five different
groups: vehicle, positive pattern (Imipramine), and FCS-304 high dose (150 mg/kg),
medium dose (75 mg/kg) and low dose (50 mg/kg). Rats were dosed perorally during seven
days, on the third day of treatment, their behavior was assessed in learned helplessness
test, forced swimming test and reserpine reversal. In mice, the pharmacological activity of
the coumarine was assessed through its interaction with L-5-HTP. Results suggests that
FCS-304 exerts antidepressive-like effects linked with serotonergic mechanisms in the

Central Nervous System.

Keywords: Rodents, depression, FCS-304, coumarins, forced swimming test,

reserpine, L-5-HT
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Introduccidén

La investigacion en cualquier campo del saber representa una de las actividades mas
importantes para la construccion del conocimiento; asimismo, el uso de conocimiento
derivado de la investigacion en el desarrollo de nuevas tecnologias para la mejora de la
calidad de vida resulta un imperativo de la actividad cientifica.

De acuerdo con lo anterior, la investigacion sobre principios activos que actian modulando
la actividad del sistema nervioso se hace necesaria, tanto para caracterizar mejor a las
sustancias como para encontrar mejores y variadas formas de intervenir sobre diversas
afecciones del sistema nervioso central y, en consecuencia, sobre el comportamiento.

En ese sentido, se busca encontrar sustancias con altos margenes de seguridad y eficacia,
gue disminuyan los sintomas del usuario y que, ademas, tengan un bajo nivel de efectos
adversos.

Estudiar el potencial farmacolégico de sustancias sobre el sistema nervioso central ofrece
la posibilidad de mitigar el impacto de la enfermedad mental sobre la calidad de vida de
los pacientes; segun un reporte reciente divulgado a la comunidad por el Instituto Nacional
de Salud de los Estados Unidos (NIH, por sus siglas en inglés), se ha encontrado que las
personas que padecen enfermedades mentales presentan una menor esperanza de vida
gue aguellas que no las tienen, siendo esta diferencia de entre 7 y 24 afios, debido tal vez
a que sus practicas en salud no son adecuadas, o incluso pueden llegar a ser de alto riesgo
(Preidt, 2014). En el caso particular de la depresion, segun una Tesis de Maestria realizada
en la Universidad Nacional, el porcentaje de estudiantes con depresion leve es de
alrededor de un 56.9%, moderada del 25,9% y grave 3.6% (Diaz Ramirez, 2012). Estas
cifras sustentan la necesidad de generar sustancias que ademas de mitigar el impacto de
las alteraciones de comportamiento sobre la calidad de vida del usuario disminuyan a su
vez la incomodidad asociada a su consumo, de forma tal que se favorezca la adherencia
al tratamiento y ademas, se logre el resultado deseado que en este caso constituye la
disminucion de sintomas asociados a la depresion.

El foco de este trabajo en particular es la depresion y la potencial actividad antidepresiva
de un prototipo de un analogo cumarinico conocido como FCS-304 (Vergel et al., 2010).
Experimentos recientes mostraron que el compuesto FCS-304 ejerce efectos de tipo
antidepresivo en los modelos de nado forzado y suspension por la cola, en ratones. En

este trabajo se busca evaluar el efecto de la administracién de esta molécula en otros
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modelos en los que se inducen modificaciones sobre la actividad de las aminas biégenas

con el fin de establecer su potencial farmacologico en el tratamiento de la depresion.
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Justificacion

En investigaciones previas (Vergel et al., 2010) se sefialé que el tamizaje inicial de
actividad de la molécula FCS-304 mostraba un perfil antidepresivo interesante en las
pruebas de suspensién por la cola y nado forzado; ademas de un perfil in vitro de inhibicién
selectiva de la monoamino oxidasa A. De acuerdo con lo anterior, se hace necesario
ampliar los tests de barrido farmacoldgico para confirmar dicho perfil, en virtud de la
posibilidad de generar un nuevo principio activo que permita el tratamiento de la depresion.
Investigar sobre sustancias que modulen el estado de animo es necesario debido a que
segun el reporte de Gomez-Restrepo et al., (2004), “la depresién ocupa el primer lugar
entre las enfermedades incapacitantes, al estimarla con la escala Afios Perdidos por
Discapacidad (APD)” (Gomez-Restrepo et al., 2004).

En el mundo, la depresion es el cuarto problema de salud, con una morbilidad del 3,4%.
En Colombia, segun el informe de la Organizacion Panamericana de la Salud (2012), por
lo menos el 40.1% de la poblacion ha sufrido un trastorno mental al menos una vez en su
vida; el mismo informe reporta que anualmente la prevalencia de los trastornos mentales
es de 16% , asimismo, sefiala que las mas afectadas por los trastornos del estado de animo
son las mujeres (“WHO | World Health Organization,” 2012). De acuerdo con lo anterior,
es importante investigar en alternativas terapéuticas que permitan tratar trastornos de este
tipo efectivamente, disminuyendo los riesgos de efectos adversos por medicacion.

En cuanto a los aspectos vinculados con los mecanismos de accion de las sustancias
empleadas para el control de los trastornos del estado de animo, aunque los tratamientos
gue existen actualmente suelen tener un mecanismo de accién similar al de los
tratamientos mas antiguos y pueden llegar a controlar algunos de los sintomas de la
enfermedad, no todos los pacientes tienen el mismo prondéstico: de acuerdo con (Nestler
et al.,, 2002), el ochenta por ciento de los tratados responde solo parcialmente a los
tratamientos; lo anterior sefiala una de las razones mas fuertes para investigar nuevos
principios activos que potencialmente permitan un mayor indice de efectividad que las
sustancias conocidas; en el mismo sentido y teniendo en cuenta que hay un margen de
pacientes que no responde a ningun tipo de tratamiento con antidepresivos, se hace
necesario crear nuevos medicamentos que puedan asegurar un mejor pronostico (por
ejemplo, mejor adherencia al tratamiento e inicio de accion rapido) y disminuyan el impacto

asociado al trastorno.
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1.Problema investigado

1.1 Definicién del problema

¢ Se refleja el efecto antidepresivo observado en estudios previos de FCS-304 en otro tipo

de pruebas?

1.2 Planteamiento del problema

FCS-304 es un compuesto de tipo cumarinico que ha sido recientemente caracterizado en
el laboratorio de Farmacia de la Universidad Nacional. (Vergel, et al., 2010). En una
investigacion previa sefialaron su actividad antidepresiva en el test de nado forzado y de
suspension por la cola, es por eso que se hace necesario examinar los efectos en otras
especies y realizar otro tipo de pruebas que permitan confirmar su accion.

Dado que el mecanismo de accién sefialado por Vergel et al., (2010) apunta a la accion
IMAO-A, las pruebas farmacoldgicas estan orientadas a evaluar tales efectos en modelos
in vivo, a través de la potenciacion o reversion de efectos de farmacos que estan
relacionados con la produccion de catecolaminas.

Los antidepresivos de tipo IMAO son normalmente mas efectivos en el tratamiento de
depresiones refractarias (es decir, depresiones que no responden a tratamiento con
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y/o antidepresivos triciclicos), sin
embargo presentan algunos inconvenientes relacionados con su potencial generacién de
interacciones con alimentos, tales como el queso (“reaccion del queso”) y los vinos (El
Yacoubi & Vaugeois, 2007; Vetulani & Nalepa, 2000), en virtud de lo anterior, es que la
investigacion de compuestos tales como el FSC-304 enriquece las posibilidades de

generar mejores tratamientos farmacolégicos con posibles efectos adversos menores.
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2.0bjetivos

2.1 General

Evaluar los efectos de tipo antidepresivo de la molécula FCS-304 en modelos in vivo.

2.2 Especificos

Determinar los efectos dosis-respuesta FCS-304 en los siguientes modelos in vivo:
= Determinar los efectos de FCS-304 en la prueba de desesperanza aprendida en
ratas.
= Determinar los efectos de FCS-304 en la prueba de nado forzado en ratas.
= Determinar los efectos de FCS-304 en el test de Reversion de los efectos de la
Reserpina en ratas.
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3.Marco Tedrico

3.1 Depresion

La depresion es uno de los trastornos més frecuentes en los paises desarrollados; segun
los reportes se sefala que una persona al menos una vez en su vida ha atravesado un
episodio depresivo y el riesgo se hace mayor en las mujeres de entre 18 y los 35 afios,
solteras o separadas y de bajos ingresos (Hanff, Furst, & Minor, 2010). Segun Pryce y
Seifritz (2011) “la depresion representa un desorden de los sentimientos y los
pensamientos que pueden debilitar el funcionamiento diario y pueden poner en riesgo la
vida” (Pryce & Seifritz, 2011).

De lo anterior es posible deducir que existen tanto factores biol6gicos (hormonales, de
maduracioén) que inciden sobre la posibilidad de desarrollar depresion, asi como factores
sociales que favorecen el riesgo; por ejemplo, Nestler (2002) sefiala que hay un porcentaje
de heredabilidad de la depresién de entre el 40 y el 50%, sin embargo, aclara que a pesar
de tal estimacion, no hay un marcador especifico asociado al trastorno, probablemente
porque el estado de &nimo no seria un rasgo monogénico, sino poligénico. Estudios
recientes con ratones transgénicos se emplean para la caracterizacion genética de la
depresién; ademas de ello se apunta a la identificacién de endofenaotipos, con el objetivo
de establecer la vulnerabilidad a este trastorno del estado de animo, asi como a la
deteccién de rasgos asociados que permitan identificaciones mas adecuadas de los
marcadores genéticos que podrian “sumar” para la aparicion de la depresion en si (El
Yacoubi & Vaugeois, 2007; Pryce & Seifritz, 2011).

En términos de otros condicionantes biolégicos, como el género (Gomez-Restrepo et al.,
2004), reportaron que la proporcién de mujeres deprimidas con relacion a los hombres es
de 2:1. Asimismo, encontraron que de la poblacién encuestada en el afio 2003, 612 de
6116 personas describieron haber tenido un episodio depresivo en el afio inmediatamente
anterior y 520 un episodio durante el mes de la realizacion del estudio; las principales
causas de la depresion mencionadas incluian estado de salud, dificultad para las
relaciones interpersonales y consumo de sustancias. Esto permite invocar otro tipo de
factores que favorecen la aparicion de sintomas depresivos: los factores ambientales. En

la medida que se perciba algun grado de incontrolabilidad en el entorno, las personas
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tienden a experimentar sentimientos negativos; por ejemplo, cuando un sujeto siente que
tiene trabajo excesivo pero la exigencia del mismo no es compatible con las ganancias
econdmicas, desempleo, pérdida de la pareja, entre otros. Cuando existe una respuesta
de este tipo, se supone una depresién reactiva, para la que se recomiendan alternativas
no farmacoldgicas (psicoterapia) para su manejo, pues la serie de respuestas y
sentimientos de incomodidad son resultado de un evento ambiental y en consecuencia se

considera una respuesta natural (Clark & Beck, 1989).

La depresion cuenta con un fuerte componente cognitivo, vinculado con sentimientos de
minusvalia, descontrol, culpa y tristeza desmedidos y sin una justificacion real; esas
cogniciones hacen que la persona pierda funcionalidad, haya pérdida de interés en las
cosas que anteriormente le gustaban, deterioro en habilidades atencionales, disminucién
del deseo sexual, cambios en los ritmos circadianos, entre otros sintomas (Clark & Beck,
1989; Nestler et al., 2002; Ojala, 2001).

3.2 Neurobiologia de la depresion

Las causas de la depresion abarcan factores genéticos, ambientales y patolégicos (Nestler
et al., 2002), a pesar de la gran cantidad de estudios conducentes al esclarecimiento de
sSuUS mecanismos, aun existen muchas preguntas respecto a su naturaleza y a sus
potenciales causas. Por ejemplo, los tratamientos disponibles que aumentan la cantidad
de neurotransmisor disponible en la hendidura sinaptica, solo ejercen sus efectos
antidepresivos tras la administracion crénica, lo cual hace sospechar otros mecanismos
implicados en la respuesta de tipo depresivo, que no estan directamente relacionados con
la modulacion de la serotonina o la noradrenalina (Nestler, et al., 2002). Un trabajo reciente
(Hanff et al., 2010), apunta a dos vias de sefializacion particulares para la modulacion de
respuestas de tipo depresivo, asi como para el “enlentecimiento” o “debilidad” que
acompafan a la enfermedad, las vias propuestas son las de la Interleucina 1 beta (IL-1B)

y los receptores de Adenosina Aza.

La hipotesis propuesta por Hanff et al (2010), esta basada en reportes de que la infusion
de IL-1B genera sintomas similares a los de la depresion, particularmente la conducta de
debilidad (sicknes behaviour, en el original), debido a la presencia de IL-18 en “una
variedad de otros nucleos cerebrales, particularmente en el hipotalamo” (Hanff et al., 2010

pp. 66) y a la observacién de que pacientes deprimidos tienen altos niveles plasméaticos de
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citoquinas, que regresan a los niveles normales tras el tratamiento con terapia
electroconvulsiva (asimismo ocurre con la respuesta emocional). En el mismo sentido, se
implica la via de los receptores de Adenosina Aza debido a que los receptores de
Adenosina tipo Aza del estriado, tienen una interaccién especial con receptores de tipo
glutamatérgico y dopaminérgico: la estimulacion de los receptores metabotropicos de
Glutamato de tipo 5 (mGlus) o los receptores de Adenosina Azainhiben la neurotransmisién
de tipo dopaminérgico (mas especificamente, los receptores de dopamina tipo D),
generando los efectos comportamentales vinculados (enlentecimiento, cambio en los
patrones de suefio, entre otros). La hipétesis, propone una interaccion entre la sefializacion
entre adenosina y citoquina (IL-18) no solo a nivel central sino a nivel periférico que

mediaria los aspectos comportamentales observados en modelos animales y en humanos.

Por otro lado, Altar (1999) propone que disminuciones en los niveles de Factor Derivado
de Crecimiento Cebrebral (BDNF, por sus siglas en inglés) pueden estar vinculados con la
depresion; pues en paradigmas en los que se emplean estresores ambientales, o en los
gue se inducen ansiedad y desesperanza aprendida, hay disminucién en los niveles de
Acido Ribonucleico mensajero del BDNF; (BDNF mRNA, por su sigla en inglés) por su
parte, los antidepresivos parecen actuar en la via contraria, incrementando los niveles de
mRNA de BDNF; en la misma linea y basado en la evidencia anterior, propone que la
administracién de sustancias que fomenten la produccion de neurotrofinas pueden resultar

antidepresivos novedosos (Altar, 1999).

3.2.1 Hipotesis monoaminérgica

La hip6tesis monoaminérgica propone la idea de que la depresion esta causada por una
disfuncion a nivel de los neurotransmisores de tipo monoamina; los principales de este tipo
en el cerebro son, la dopamina, la serotonina y la noradrenalina (Porcelli, Drago, Fabbri, &
Serretti, 2011).

La hip6tesis monoaminérgica emergié del hallazgo de que la reserpina (medicamento que
se empleaba como antihipertensivo y que disminuye el empaquetamiento en vesiculas
sindpticas de neurotransmisores de tipo monoamina), generaba en los pacientes
comportamientos similares a los de los cuadros depresivos; por otro lado, el hecho de que
sustancias como los triciclicos y los inhibidores de la aminooxidasa (que evitan la

degradacién de neurotransmisores de tipo monoamina) tuvieran efecto antidepresivo,
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dieron soporte a la idea de que un desbalance en los neurotransmisores ya mencionados
tenian un papel en la modulacion del estado de animo (Teixeira, 2010). Dicha suposicion

se denomind la “hipétesis monoaminérgica de la depresion”.

Esta hip6tesis ha sido reformulada con el paso del tiempo y en virtud del refinamiento de
las técnicas de investigacion disponibles; sin embargo, como sefiala Teixeira (2010),
cuando se hace tratamiento farmacoldgico para la depresion, en la actualidad, aln se parte
del supuesto de la hip6tesis monoaminérgica (Teixeira, 2010).

3.2.2 Hipotesis de las neurotrofinas

Las neurotrofinas son moléculas en el Sistema Nervioso Central y Periférico que
pertenecen a varias familias que estan relacionadas entre si. Dentro de estas moléculas
se encuentran la superfamilia del factor de crecimiento nervioso (NGF, por sus siglas en
inglés); la familia del factor neurotrofico derivado de linea celular glial (GDNF, por sus siglas
en inglés); la familia de neurokinas o neuropoietinas y la superfamilia de factor de
crecimiento no neuronal (Porcelli et al., 2011).

Se ha vinculado la disregulacion de neurotrofinas, y mas especificamente la poca
presencia de factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) con
menor disponibilidad de espinas dendriticas y menor densidad celular en sectores
especificos del hipocampo, el giro del cingulo (Nestler et al., 2002; Porcelli et al., 2011;
Teixeira, 2010). Lo que podria estar vinculado con los déficits cognitivos y de memoria
encontrados en pacientes con depresion. Adicionalmente, se sospecha que es a través de
la modulacién de BDNF que actuan los antidepresivos, tratando de explicar asi, el tiempo

gue tardan en iniciar la respuesta terapéutica (Nestler et al., 2002).

3.2.3 Hipotesis del estrés oxidativo

La evidencia de que la respuesta inmune esta vinculada directamente con los niveles de
estrés a los que un sujeto esta expuesto, sefiala que probablemente, durante la depresién
hay una disregulacion de la respuesta inmune del sujeto, derivada de una hiperactividad
del eje Hipotalamo-Pituitario-Adrenal, que da lugar a que el sistema se encuentre en

“‘estado de alerta” permanente, haciendo que todo el sistema responda a un estado
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permanente de activacién que puede disregular toda la conducta. (Hanff et al., 2010;
Leonard, 2000; Nestler et al., 2002; Porcelli et al., 2011).

Evidencia obtenida de investigacion sefiala que la administracion de citoquinas puede
llegar a alterar el estado de animo e incluso puede llegar a producir ideacién suicida
(Porcelli et al., 2011). Smith (1991, citado en Porcelli, 2011), propuso la idea de que la
depresidn esta asociada con una respuesta de fase aguda, lo que estaba directamente
vinculado con el hallazgo de que pacientes deprimidos tenian en sangre mayores niveles

de biomarcadores de inflamacion (Porcelli et al., 2011).

3.2.4 Hipotesis Epigenética

La hipoétesis epigenética sugiere que un malfuncionamiento en la expresion de genes, o la
alteracion sobre la actividad de los factores de transcripcion puede dar lugar a un cambio
en el funcionamiento adecuado de los neurotransmisores y por lo tanto en la produccién
de neurotransmisores y moléculas receptoras vinculadas al sistema de la regulacion del
estado de &nimo (Porcelli et al., 2011). En el caso anterior, no es necesario que el gen en
si mismo sea “defectuoso” o que el alelo que porta el individuo esté vinculado con la
produccién de receptores o neurotransmisores disfuncionales, sino que simplemente, por
metilaciones generadas por eventos ambientales, la expresién del gen en cuestion haya

sido modificada (Teixeira, 2010).

3.3 Antidepresivos

Segun Nestler et al., (2002) conocemos mas sobre el tratamiento de la depresion que sobre
su naturaleza misma. Lo anterior se debe en que las alternativas farmacolégicas existentes
suelen mitigar los sintomas de la depresion, mientras las explicaciones de la naturaleza de
la depresion, discrepan. Esto sefiala que a pesar de que los tratamientos funcionan, no es
claro por qué razén lo hacen, debido a los multiples mecanismos de accién y a los variados

hallazgos vinculados con la naturaleza neurobioldgica de la depresion.

Los medicamentos inicialmente empleados para la depresién fueron resultado de
hallazgos casuales, en los que pacientes tratados para otro tipo de enfermedades,
presentaban exacerbacion del comportamiento (El Yacoubi & Vaugeois, 2007; J Vetulani

& Nalepa, 2000). Este hallazgo ligé la actividad antidepresiva con la presencia de ciertos



23

neurotransmisores en el cerebro y ha sido esta evidencia la que sigue marcando la pauta

para el desarrollo de tratamientos antidepresivos (Vetulani & Nalepa, 2000).

Los tratamientos actuales, aunque ofrecen mejoria también cuentan con una serie de
efectos adversos que pueden comprometer al paciente no solamente en términos de su
salud fisica, sino también en términos de la adhesion al tratamiento. Asimismo Ventulani y
Nalepa (2000) proponen que es importante encontrar estrategias farmacologicas que
ofrezcan respuesta en menos tiempo del que normalmente se obtiene con los tratamientos
convencionales (Vetulani & Nalepa, 2000), ya que un marcador importante del trastorno
sefala que el individuo afectado por depresidn cuenta con pocas perspectivas y una vision
pesimista del mundo y de si mismo, haciendo que atribuya al tratamiento poco o ningun
efecto, abandonandolo antes de lograr el control de los sintomas. Esto puede tener como
consecuencia dos eventos: 1. La no mejoria del paciente (Buus, Johannessen, & Stage,
2012) y 2. La posible comision de suicidio como consecuencia del abandono del

tratamiento (Kennedy, 2006; Rosenzweig-Lipson et al., 2007).

Los tratamientos mas frecuentemente empleados para el tratamiento de la depresion
incluyen Inhibidiores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS); Antidepresivos
Triciclicos (ATC), Inhibidores de la Monoaminooxidasa (IMAO), y antidepresivos mixtos
(Heerlein, 2002; Travé R & Reneses S, 2002). En la tabla 3-1 (tomada de Travé y
Reneses, 2001) se ilustran los principales antidepresivos, especificando su mecanismo de

accién, nombre comercial e indicaciones especiales.
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J Tabla 3-1 Farmacos antidepresivos (Travé R & Reneses S, 2002).
MECANISMO DOSIS N! N
PRINCIPIO ACCION NOMEBERE CONSIDERACTONES
; 4 ? (mg) INDICACIONES
ACTIVO COMERCIAL ESPECIALES
5-HT NA Inicial I Diaria
A) INHIBIDORES NO SELECTIVOS DE LA RECAPTACION DE AMINAS
PRy ’ : Efecto sedante.
o Amitriptilina + + 75 150-300 Tryptizol. Deprelio Dk bt
5 ; : ; Trast. obsesivo-compul-
o Clomipramina = + 25 150-300 Anafranil sivo (TOC), Pinico
o Doxepina + + 75 75-300 Sinequam Efecto sedante
o Imipramina + + 75 150-300 Tofranil Emresis noctuma. Panico
o Lofepramina + + 140 140-210 Deftan
s Paxtibi Niveles plasmaticos
N s
s Dovugiling * * » e Norfenazin (ventana terapéutica)
o Trimipramina + 50 150-300 Surmontil Efecto sedante
o Amoxapina + 100 300400 Demelox
* Maprotilina + 25-75 150-225 Ludiomil
o Mianserina + 30 90-120 Lantanon
e Nefazodona + + 200 400 Dromin, Rukvan
Menfazona
o Trazedona + 100 400 Deprax Insomnio
B) INHIBIDORES SELECTIVOS DE LA RECAPTACION DE SEROTONINA (ISRS)
o Citalopram +H+ 20 20-60 Seropram. Prisdal TOC Pédnico
Genéricos. Prozac. s
o Fluoxetina +H+ 20 20-60 Adofen. Reneuron. ;Sl?mfa Te:iosa
Astrin Nodepe
o Fluvoxamina ++ 50 150-300 Dumirox TOC. Panico
o Paroxetina +H+ 20 2040 Heasmee Cavl- TOC. Panico. Fobia social
Motivan. Seroxat
o Sertratina + 50 so200 | Aremis Besitan | 160 panico
Sealdin
C) INHIBIDORES IRREVERSIBLES DE LA MONOAMINOOXIDASA (IMAO)
o Tranilcipromina | + | + | 20 | 30-60 | Parnate | Fobia social. Panico
D) INHIBIDORES REVERSIBLES DE LA MONOAMINOOXIDASA (RIMA)
o Moclobemida | + | + | 300 | 300-600 I Manerix |

E) INHIBIDORES SELECTIVOS DE LA RECAPTACION DE SEROTONINA Y NORADRENALINA

Venlafaxina | +H+ | + | 5 | 150-375 |Va.udral. Dobupal |

F) NORADRENERGICOS Y SEROTONINERGICOS ESPECIFICOS (NaSSA)

Mirtazapina | + | + | 15 I 3045 | Rexer I Insomnio. Efecto sedante

G) INHIBIDORES SELECTIVOS DE LA RECAPTACION DE NORADRENALINA

Reboxetina ++ 4 8 Norebox. Irenor
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3.3.1 Inhibidores Selectivos de la Recaptacién de Serotonina

El mecanismo de accion de este tipo de antidepresivos inhibe, como su nombre lo indica,
la accion de los autorreceptores presinapticos, generando un aumento en el tiempo de
accion de la serotonina en la hendidura sinaptica, impidiendo su recaptacion, lo que
incrementa la posibilidad de que ésta haga efecto sobre los receptores postsinapticos y
mantiene su actividad durante mas tiempo. Se describe como una de las medicaciones
mas seguras, cuyo efecto adverso mas notorio es la ansiedad al inicio del tratamiento y la

disminucion del deseo sexual tras el uso prolongado (Roach & Scherer, 2003).

En cuanto a los efectos adversos mas frecuentes, Heerlein (2002), sefala que los ISRS
tienen un perfil bajo de efectos colateraterales, ademas de que proveen una eficacia
adecuada y baja toxicidad, debido a su alta especificidad por los receptores 5-HT2. El
menor perfil de efectos colaterales, la baja toxicidad y una eficacia comparable han hecho
gue este grupo de farmacos antidepresivos haya sido favorecido por la mayoria de los
psiquiatras. Actualmente se estima que por lo menos el 35 % de los tratamientos de la fase
aguda se inicia con ISRS. Los principales antidepresivos ISRS y sus dosificaciones
recomendados se observan en la tabla 3-1(Travé R & Reneses S, 2002); sin embargo,
Heerlein, (2002) sefala que parte de los efectos indeseados asociados a su consumo
estan vinculados con la presencia de cefaleas (particularmente de tipo tensional),
insomnio, sedacién, suefios e imagenes diurnas, erupciones cutaneas, sindromes
serotoninérgicos (particularmente cuando el consumo de un ISRS se acompafia con un
IMAO). Ademas de esos, se describen algunos sindromes apaticos (dificultad para
interactuar, aplanamiento emocional, falta de motivacion); suicidalidad (el autor discute
esta idea, sin embargo, ha sido uno de los efectos indeseados mas sefialados desde la
practica psiguatrica); ademas de esos, se describe su interaccién con otras sustancias y
el “sindrome de descontinuacién” (también conocido como “sindrome de retirada”), que

resulta uno de los mas complicados efectos asociados a su consumo (Heerlein, 2002).

3.3.2 Antidepresivos triciclicos

Los antidepresivos triciclicos inhiben la recaptacion de serotonina o norepinefrina en la
neurona presinaptica, actualmente no hacen parte de los medicamentos de primera linea

en el tratamiento de la depresion debido a sus efectos sobre la tension arterial y el riesgo
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de toxicidad en sangre que hace necesario un monitoreo constante del paciente (El
Yacoubi & Vaugeois, 2007; J Vetulani & Nalepa, 2000).

Dentro de los antidepresivos triciclicos se encuentran las aminas terciarias (por ejemplo,
amitriptilina, imipramina, trimipramina, doxepina y clomipramina), las aminas secundarias
(desipramina, nortriptilina, protiptilina). Como ya se sefialo, sus acciones son ejercidas
principalmente por su efecto sobre los sistemas neurotransmisores de la noradrenalina y
la serotonina; sin embargo, tienen efectos también sobre los sistemas de acetilcolina e
histamina, lo que tiene que ver con el perfil de efectos indeseables de este grupo de

farmacos (Travé R & Reneses S, 2002).

Entre los efectos indeseados mas notables se encuentran sintomas vinculados con el
blogueo colinérgico: los leves agrupan la sequedad bucal, visién borrosa, estrefiimiento y
retencién urinaria; los graves pueden incluir sindrome de glaucoma, confusion o delirio; los
efectos del bloqueo de histamina estan vinculados con la somnolencia. Ademas de los
anteriores, también se observan sintomas cardiovasculares y aumento de peso (Heerlein,
2002; Travé R & Reneses S, 2002).

3.3.3 Inhibidores de la Monoaminooxidasa

Los IMAOS favorecen la presencia de catecolaminas en el cerebro, por inhibicién de la
Monoaminooxidasa (MAQO), enzima que degrada las catecolaminas. Los inhibidores de la
monoaminooxidasa cuentan con un desempefio terapéutico adecuado, sin embargo, su
margen de efectos indeseables, los hace medicamentos de uso restringido (Roach &
Scherer, 2003; Travé R & Reneses S, 2002).

Dentro de sus efectos adversos se describe hipotensién ortostética, hiperactividad y
sequedad bucal. Como se menciondé previamente, aunque presentan un nivel de
efectividad equivalente al de los heterociclicos y los inhibidores de la recaptacion de
serotonina, presentan hepatotoxicidad y riesgo de crisis hipertensivas derivadas de su
consumo concomitante con alimentos ricos en tiramina (Roach & Scherer, 2003; Travé R
& Reneses S, 2002).
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3.3.4 Antidepresivos de mecanismos mixtos

Dentro de este tipo de antidepresivos se encuentran aquellos que actdan sobre los
sistemas noradrenérgicos, tanto exclusivamente (como en el caso de la reboxetina) o junto

a la serotonina (venlafaxina, Imizartrapina) (Travé R & Reneses S, 2002).

Venlafaxina: es un inhibidor de la recaptacion de serotonina y noradrenalina e inhibidor
moderado de la recaptacion de dopamina, aunque su actividad es cercana a la de los
triciclicos, su perfil de efectos secundarios es mas parecido al de los inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina. Se le atribuye un inicio de respuesta terapeltica mas
rapido que el de los demas antidepresivos (Heerlein, 2002; Travé R & Reneses S, 2002).

El efecto adverso mas notable de la venlafaxina es la hipertension.

Mirtazapina: Inhibe los auto receptores y los hetero receptores alfa-2-adrenérgicos;
ademas antagoniza los receptores 5HT-2-A, 5-HT3 y H1. La actividad antihistaminica
sobre estos Ultimos podria estar vinculada con su efecto de sedacién y ganancia de peso
(Heerlein, 2002; Travé R & Reneses S, 2002).

Reboxetina: Su actividad esta vinculada directamente con los receptores de tipo
noradrenérgico, tiene un perfil activador (genera estimulacion en el usuario), y sus efectos
adversos estan vinculados con sintomas asociados al bloqueo de la acetilcolina. Sin
embargo, dada su alta especificidad, su posibilidad de interaccién con otros sistemas
(dopaminérgicos, serotoninérgicos) es muy baja (Heerlein, 2002; Travé R & Reneses S,
2002).

3.4 Cumarinas

Segun, Dighe (2010) y Ojala (2001) el nombre cumarina viene la palabra “Coumarou”, el
nombre popular del haba tonka (Dipteryx odorata), un fruto suramericano, del cual “se
obtuvo la cumarina en si misma, en 1820” (Dighe et al., 2010; Ojala, 2001), asimismo se
reporta que las cumarinas estan incluidas dentro de la familia de las benzopironas, las
cuales consisten en un anillo de benceno unido a un anillo de tipo pirona; las benzopironas
a su vez estan subdivididas en benzo-a-pironas y es a este grupo al que pertenecen las
cumarinas (Dighe et al., 2010; Ojala, 2001). La estructura béasica de las cumarinas se

presenta en la figura 3-1.



Evaluacion de los efectos de FCS-304 en modelos de depresion en roedores

O

» Figura 3-1 Estructura basica de la cumarina (Pereira et al., 2009).

En cuanto a las variaciones estructurales de las cumarinas, segun Ojala (2001, citando a
Murray et Al, 1982), éstas pueden ser clasificadas de manera aproximada como sigue:

= Cumarinas simples: Derivados de la cumarina que tienen grupos alquilo, hidroxilo,
alcoxilo, junto con sus glicésidos.

» Furanocumarinas: Son cumarinas que estan unidas a un anillo furano.

= Piranocumarinas: Son analogas a las furocumarinas pero tienen un anillo de seis
miembros, en lugar de uno de cinco, como ocurre en el grupo de las furanocumarinas.

= Cumarinas sustituidas en el anillo pirona.

La tabla 3-2 (tomada de Dighe, 2010), ilustra la clasificacién de las cumarinas, sefialando

sus caracteristicas y estructura.
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Table no: 1: Types and examples of Coumarins

Classification Features Examples
Simple Coumarins Hydroxyvlated,  Alkylated,
; AN
Alkoxylated on benzene ring l
=
HO O 0
4-Hydroxycoumarin
Furano Coumarins 5 membered furan nng
e : B
attached on benzene ring. /
0 0”0
Psoralene
' Pyranocoumarins 'Six membered pyrone ring | N
attached on benzene ring.
O | 0] @)
#\/
Seselin

Pyrone substituted | Substitution on pyrone ring.
Coumarins

Warfarin

Dentro de las acciones reportadas para las cumarinas se encuentran actividades de tipo
Tabla 3-2 Clasificacion de las cumarinas (Dighe et al., 2010).

antiinflamatorias, antifingicas, antimalaricas, antimicrobianas, antitumorales, antivirales,
antagoénicas de los canales de calcio, citostaticas, anticoagulantes, inhibitorias de la
lipooxigenasa y de la actividad in vitro de la actividad enzimatica en el higado,
fotosensitivas, inhibitorias in vitro de proteinas quinasa y de monoaminooxidasa (Dighe et
al., 2010; Ojala, 2001; Vergel et al., 2010).

En términos de las acciones de las cumarinas sobre el sistema nervioso central se reportan
actividades relacionadas con la modulacion de la actividad dopaminérgica y serotonérgica,
asi como efectos neuroprotectores (Borges, Roleira, Milhazes, Santana, & Uriarte, 2005;
Ojala, 2001). En términos de su uso tradicional, algunas de cumarinas procedentes de

plantas como Peucedanum palustre, Ruta graveolens (ruda), Hygrophila tyttha Leonard
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(amansamachos, amansaguapos) han sido empleadas como sedantes y ansioliticos
(Ariza, Rueda, Rincén V., Linares, & Guerrero, 2007; Vergel et al., 2010).

La cumarina estudiada en este trabajo es un prototipo de un analogo cumarinico, que como
se sefialé previamente ha sido descrita por su potencial antidepresivo en las pruebas de
nado forzado y test de suspensién por la cola (Vergel et al., 2010), la estructura de la FCS-
304 se presenta en la figura 3-4-3. La accion farmacoldgica reportada por Vergel (2010)
de esta cumarina es la inhibicion de la MAO, especificamente su subunidad A, lo que
implica actividad indirecta sobre los sistemas noradrenérgicos y serotoninérgicos, en la
medida que se impide la degradacion de estas monoaminas, favoreciendo su presencia en

la hendidura sinaptica y en consecuencia, su actividad (Vergel et al., 2010).

Fig. 1. Structure of 4-propyl-2H-benzo[h]-chromen-2-one (FCS-304).

Figura 3-2 Estructura quimica de la 4-propil-2H-benzo[h]-cromen-2-ona (FCS-304)
(Veragel et al., 2010).
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4. Materiales y métodos

Este es un estudio de tipo experimental cuantitativo en el que se evalud el efecto de la
administracién de un analogo cumarinico sobre el comportamiento de un grupo de 30 ratas
y 30 ratones del bioterio del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia.

4.1 Sujetos

Para los experimentos de desesperanza aprendida, nado forzado y reversién de reserpina
se utilizaron 30 ratas Wistar hembra de aproximadamente 280 a 300 gramos y tres meses
de edad, suministradas por el Bioterio del Departamento de Farmacia, Facultad de
Ciencias, UNC.

Para los experimentos de potenciacion de L-5-HTP se utilizaron 30 ratones ICR macho de
tres meses de edad, suministrados por el Bioterio del Departamento de Farmacia, Facultad
de Ciencias, UNC.

Todos los animales empleados se mantuvieron con humedad controlada y temperatura
constante de 22° + 1° C, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas con acceso a agua y

comida ad libitum.

Cada uno de los procedimientos se realiz6 teniendo en cuenta los principios éticos en el
manejo de animales de laboratorio, que se encuentran consignados en la Ley 84 de 1989
y en las “Normas Cientificas, Técnicas y Administrativas para la Investigaciéon en Salud”
establecidas en la Resolucion No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud. Esta
investigacion recibio el aval del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias.

4.2 Tratamientos

Para cada uno de los experimentos, cada animal fue asignado aleatoriamente a uno de los
siguientes grupos: vehiculo (aceite de canola), imipramina (patrén, 30 mg/kg) y tratamiento

con FSC-304. Cada grupo conté con 6 sujetos por tratamiento.
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Para cada una de las pruebas de actividad antidepresiva, se probaron tres dosis del

compuesto:

= Alta 150 mg/kg

= Media 75 mg/kg

= Baja 50 mg/kg
Estas dosis se tomaron de acuerdo al estudio realizado previamente por (Vergel et al.,
2010).

4.3 Materiales y Reactivos

4.3.1 Farmacos

4-propil-2H-benzo[h]-cromen-2-ona (FCS-304) sintetizada en el departamento de Quimica
de la Universidad Nacional de Colombia, por el Grupo de Investigacion: Estudio Quimico y
de Actividad Biolégica de Rutaceae y Miristaceae Colombianas que dirige el Prof. Luis

Enrique Cuca.
Imipramina (Medex Tabletas 25 mg)
L-5-HTP (Sigma-Aldrich)

Reserpina (Sigma-Aldrich)

4.3.2 Varios

Solucién Salina
Agua destilada

Aceite de Canola

4.3.3 Equipos y otros

Eje Rodante Panlab®

Panlab Shuttle Box LE916®
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Software SHUTAVOID®
Tanque de nado forzado
Jeringas de 1 mL

Sondas orogastricas para ratéon
Papel absorbente

Guantes de latex

Vasos de precipitado

Céamaras de video

4.4 Test de Desesperanza Aprendida

Para el procedimiento de desesperanza aprendida se utilizé la Panlab Shuttle Box LE916®
(modelo para trabajo con ratas de laboratorio), que consta de dos compartimentos
separados por paredes de acrilico negro; asimismo, cada uno cuenta con una puerta frontal
de acrilico transparente para permitir el registro de la conducta del animal. Los dos sectores
de la caja se encuentran conectados por una pared que la divide en dos compartimentos
de igual tamafio, esta pared tiene una puerta automatica de acrilico que se programa para
permanecer abierta o cerrada dependiendo de la fase de experimentacion.

El piso de cada compartimento de la caja esta construido en rejillas de acero inoxidable
independientes que estan conectadas a un generador de choques eléctricos y a un sensor
de peso que permite registrar la posicion del animal, asi como sus desplazamientos dentro
de la caja experimental.

El proveedor de la caja aporta el software SHUTAVOID® que permite el registro de la
conducta, teniendo en cuenta las posibles respuestas: respuesta de escape, respuesta de

evitacion y respuesta nula.

4.4.1 Procedimiento Test de Desesperanza Aprendida

Previo al inicio de los experimentos se permitio a los animales adaptarse al nuevo habitat,

asi como a las manipulaciones por parte del experimentador. Posteriormente, los animales
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fueron divididos en grupos de seis animales y asignados aleatoriamente a uno de los cinco
tratamientos posibles: Vehiculo, imipramina (30 mg/kg), FCS 304 dosis alta (150 mg/kg),
dosis media (75 mg/kg) y dosis baja (50 mg/kg).

A continuacién, por espacio de siete dias los animales fueron administrados oralmente con
alguno de los tratamientos asignados. Durante los dias uno y dos las Uunicas
manipulaciones hechas sobre los animales fueron para la administracién oral de las

sustancias; el dia tres se realizé la induccidén de desesperanza aprendida.

Esta prueba fue desarrollada con ratas, que fueron administradas individualmente una hora

antes de la realizacion del test, tanto para la fase uno, como para la fase dos.
El procedimiento de desesperanza aprendida se desarroll6 en dos fases, como sigue.
Fase I: Induccién de la Desesperanza

Una hora antes del inicio del test se administré oralmente a cada uno de los sujetos con el

tratamiento correspondiente (vehiculo, patron, FCS-304 alta, media o baja).

Durante esta fase, el animal fue introducido en la caja de experimentacion y se le permitié
explorar libremente la caja experimental por espacio de cinco minutos, durante los cuales
la puerta de escape permanecié abierta y por lo tanto los dos compartimentos estuvieron

disponibles para el animal.

Al final de los cinco minutos de habituacién, la puerta que conecta los dos compartimentos
fue cerrada y el animal fue confinado a uno de los dos compartimentos sin posibilidad de

escape.

A partir del minuto nimero cinco inicia la latencia para la presentacién de descargas
eléctricas inescapables de una intensidad de 0,4 mA, que se presentaron por espacio de
cinco segundos; cada minuto, durante 55 minutos, para un total de 55 ensayos por sesion,
estos parametros de estimulacion se fijaron con base en los resultados obtenidos

previamente por Romero Molina (2014) en su Trabajo de Grado.

Durante la etapa de latencia, antes de la presentacion del choque eléctrico, se presentd
un estimulo condicionado consistente en una luz amarilla que se presenta cinco segundos
antes de la descarga y termind simultaneamente con la estimulacion eléctrica. Este

estimulo tuvo una duracion total de diez segundos. A partir de la finalizacion de la
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estimulacion eléctrica comenzaba nuevamente el conteo de 50 segundos para iniciar con

la luz y 55 para el inicio de la descarga.
Fase Il: Medicién de la Respuesta

En esta fase, al igual que en la anterior, los animales fueron administrados oralmente con

alguno de los tratamientos (vehiculo, patron, FCS-304 alta, media o baja).

En esta fase, el animal huevamente fue introducido en la caja y dispuso de cinco minutos
para hacer libre exploracién de la caja. Al término de los cinco minutos inicié el conteo de

55 ensayos de una duracién de un minuto cada uno.

Al igual que en la sesion de induccién de desesperanza, el animal recibidé estimulacion
luminica cinco segundos antes del inicio de la descarga, pero en este caso, la luz estuvo
acompafiada de un tono que dura la misma cantidad de tiempo, sefialando el inicio y final

de la descarga eléctrica, que en este caso fue de 0,7 mA.

En esta segunda exposicion, el animal a diferencia del ensayo anterior, tuvo la puerta
abierta y estuvo en libertad de pasar a cualquiera de los compartimentos durante cualquier
momento de la experimentacion, pues se pretendia evaluar si el animal adquiri6 la
“desesperanza”. De acuerdo con lo anterior, el animal podia ejecutar cualquiera de los

siguientes “Tipos de Respuesta”:
Tipos de respuesta:

= Respuestade evitacién: El sujeto cambia de compartimento durante los estimulos
condicionados (luz y sonido) y antes del inicio de la descarga.

= Respuesta de escape: Es el cambio de compartimento por parte del sujeto,
cuando la descarga eléctrica ha iniciado, es decir, el animal recibe parte de la
estimulacion eléctrica antes de hacer el cambio de compartimento.

» Respuesta nula: El animal recibe la descarga eléctrica durante el tiempo total del
ensayo, sin ningun intento de escape o evitacion.

Tabla 4-1 Esquema procedimiento de desesperanza aprendida

Dia 1 2 3 4 5
Manipulacién Administracion Administracién Induccion Administracion Medicion
oral oral desesperanza oral de

aprendida Respuesta
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45 Test de Nado Forzado

Para desarrollar esta prueba en ratas de laboratorio, se utilizé un tanque de 70 centimetros
de alto por 40 centimetros de didmetro, lleno de agua (35°C) hasta un limite de
aproximadamente 55 centimetros. Se grabd la conducta durante un periodo de cinco

minutos.

45.1 Procedimiento Test de Nado Forzado

Una hora antes del inicio del test se administrd oralmente a cada uno de los sujetos con
alguno de los tratamientos sefialados previamente (vehiculo, patrén, FCS-304 alta, media

0 baja).

Se ubico individualmente a cada sujeto en el centro del tanque y se registré su conducta
durante cinco minutos, durante ese periodo se registré el tiempo de inmovilidad, que se

describe a continuacion:

e Tiempo de inmovilidad: Entendido como el tiempo total que el animal dejé de
realizar cualquier movimiento, mas alla del necesario para mantenerse a flote
(Porsolt, Bertin, & Jalfre, 1977).

4.6 Procedimiento Test de Reversion de Reserpina

Para esta prueba se utilizaron ratas de laboratorio y se siguié el procedimiento propuesto

por Kato et al. (1998), tal como se detalla a continuacion:

Fase I: Una hora antes del inicio de la prueba los animales fueron dosificados oralmente

con cada uno de los tratamientos de referencia (vehiculo, imipramina y FCS-304).

Fase Il: Una hora después de la administracion oral los animales fueron inyectados
intraperitonealmente con reserpina en una dosis de 3,6 mg/kg, dosis establecida de

acuerdo con ensayos preliminares.
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Fase lll: Dos horas después de la administracion intraperitoneal de reserpina, se grabg,

evalud y cuantificé la presencia de:

e Ptosis: Cuantificada por grado de apertura ocular, como sigue: 0. Ojos abiertos;
1. Ojos un cuarto cerrados; 2. Ojos medio cerrados; 3. Ojos tres cuartos cerrados
y 4. Ojos totalmente cerrados (Kato et al., 1998)

¢ Aquinesia: El animal fue ubicado sobre una plataforma de vidrio y se declaré
aguinético si no habia un cambio en su posicién durante 15 segundos o mas (Kato
et al., 1998)

4.7 Procedimiento del test del eje rodante

En este procedimiento se emplearon ratones ICR macho. Para la implementacién de la
prueba y la cuantificacion de las respuestas se siguié el procedimiento de Lapa, Soucar,
Lima-Landman, & M. de Lima, (2001).

El eje rodante consiste en un cilindro de 2,5 centimetros de didmetro, que gira a una
velocidad de 12 revoluciones por minuto. El eje esta a una altura de 25 centimetros de una
plataforma en la que los animales al caer detienen un contador de tiempo que permite
registrar sus tiempos individuales sobre el eje. Este ensayo se emplea para establecer si
los tratamientos alteran la coordinacién motora de los animales por induccién de sedacién

o relajamiento muscular.

Fase I: En el dia uno se entrend a los animales a mantener el equilibro sobre el eje

rodante, durante un minuto a 12 revoluciones por minuto.

Fase Il: Un dia después del entrenamiento y una hora antes de la administracién de las
sustancias de prueba los animales fueron puestos en el eje y se registro el tiempo maximo
de permanencia sobre la barra (medida en segundos), recolocandose maximo tres veces

sobre el eje.

Fase Ill: Una hora después de la administracion de las sustancias de prueba, se repitio el
procedimiento y los animales fueron puestos sobre el eje, con un maximo de tres ensayos,

y se registro el tiempo maximo de permanencia.
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4.8 Procedimiento Test de Potenciacidon de los efectos
de L-5-HTP

En este procedimiento se utilizaron ratones ICR, para la implementacién de la pruebay la
cuantificacion de las respuestas se siguié el procedimiento de Kato et al. (1998), el

procedimiento se realizé como sigue:

Fase I: Una hora antes de la administracion intraperitoneal de la L-5-HTP, los animales

fueron administrados oralmente con cada uno de los tratamientos correspondientes.

Fase Il: Una hora después, se administré L-5-HTP intraperitonealmente en una dosis de
100 mg/kg.

Fase lll: Pasados treinta minutos de la administracion intraperitoneal de L-5-HTP, se
evalud6 y se cuantific6 si los animales presentaban las siguientes respuestas, la
cuantificacién de los resultados se hizo con base en la frecuencia de las conductas y el

tiempo total de ejecucién de las mismas.

e Sacudidas de cabeza.

¢ Retrocesos: El animal se desplaza hacia atrés.

e Abduccion de extremidades: El animal levanta las extremidades posteriores
produciendo un pequefio salto.

e Temblores: El animal se sacude o presenta estremecimientos generales en el

cuerpo.

4.9 Disefio experimental y Andlisis de resultados

En total se utilizaron 30 ratas hembra (pruebas de desesperanza aprendida, nado forzado
y reversion de reserpina) y 30 ratones macho (prueba de potenciacion de los efectos de L-
5-HTP y eje rodante).

Se sigui6 un disefio de grupos independientes de seis (6) sujetos cada uno, asignados a
cinco tratamientos posibles: Vehiculo (control negativo), imipramina (tratamiento de

referencia), dosis alta (150 mg/kg), dosis media (75 mg/kg) y dosis baja (50 mg/kg).
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El analisis estadistico se centré6 en medir los cambios que presentan las principales
variables con respecto a los tratamientos. Asi, para los tests de desesperanza aprendida,
nado forzado y test de potenciacién de L-5-HTP, en los que la variable respuesta es de
tipo numérico se aplicé un test de Kruskal-Wallis (Gibbons, 1985) y en caso de confirmar
cambios relevantes respecto al tratamiento se aplicé el test LSD de Fisher (Montgomery,
1991). Para el andlisis de variables en el test de reversién de reserpina, en los que la
variable respuesta es de tipo categérico se aplico un test de X2 (Gibbons, 1985) o, si este
presentaba inconvenientes, un test exacto de Fisher (Gibbons, 1985). Para el experimento
del Eje Rodante los datos fueron tomados en dos tiempos distintos. En consecuencia, el
analisis de los datos debe considerar la correlacién entre los datos previos y los
posteriores. Se usa el test de Wilcoxon-Mann-Whitney (Gibbons, 1985) pareado para
comparar los datos pre y post, para encontrar diferencias entre los tratamientos se utiliza
el test de Kruskal-Wallis. Es necesario en este caso efectuar las pruebas a nivel global y
al interior de los tratamientos.

Software

La recoleccién de los datos se realiza por medio de MS Excel®, para el procesamiento y

el andlisis de los mismos se hace uso de R (R Developement Core Team, 2013).
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5.Resultados

A continuacion se describen los resultados obtenidos en cada uno de los tipos de

pruebas alos que se sometieron tanto ratas como ratones.

5.1 Test de desesperanza aprendida

En este test se contaron las frecuencias de las respuestas nulas, las de escape y de
evitaciéon. Estas fueron analizadas de manera separada, se emplearon pruebas no
paramétricas como el test de Kruskal-Wallis, para establecer diferencias posibles entre los

tratamientos.

5.1.1 Resultados para la variable “Respuesta de escape”

La Figura 5-1 presenta las puntuaciones obtenidas por los diferentes grupos de
tratamiento en la variable “Respuesta de escape”. La respuesta de escape ocurre cuando
el animal no reconoce el estimulo condicionado como predictor de la descarga eléctrica,
sino que es el inicio de la descarga lo que genera la respuesta. En este orden de ideas, el
animal sale del compartimento en el que se recibe la descarga, solamente después de que

ésta ha iniciado, escapando de la situacion aversiva.
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Figura 5-1 Frecuencia de las Respuestas de Escape.

Para determinar si hubo diferencias en las respuestas de escape de los animales se realizé
un test de Kruskal-Wallis, que sefial6 que no existian diferencias significativas entre los
tratamientos (p valor > 0.05., Ver anexo 1: Analisis estadistico para la variable “respuestas

de escape”)

Esta observacion permite establecer que los animales, independientemente del grupo al
gue pertenecen, escapan del choque eléctrico en cuanto este inicia mas o menos en la
misma cantidad de ocasiones, esto sugiere que al menos en este punto, no puede

estimarse una respuesta de “desesperanza aprendida”.
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5.1.2 Resultados para la variable “Respuestas de evitacion”

En la Figura 5-2 se presentan las puntuaciones de los grupos obtenidas en la variable
“respuestas de evitacion”. Este tipo de respuesta se presenta cuando el animal es capaz
de identificar la relacion entre el estimulo luminoso y la presentacion de la descarga
eléctrica: asi el animal, antes de la descarga, cambia de compartimento, pasando del lugar

de estimulacién al de no estimulacion, evitando asi la descarga.
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Figura 5-2 Frecuencia de las Respuestas de Evitacion.

Puede apreciarse que los datos parecen presentar puntuaciones muy cercanas entre
grupos lo que sugiere que no existen diferencias entre ellos, sin embargo, se realiza un
test de Kruskal-Wallis para evaluar las potenciales diferencias entre los tratamientos y se
obtienen los resultados que se pueden observar en la seccion de anexos (Analisis
estadistico para la variable “respuestas de evitacion”. El test de Kruskal-Wallis sefiala que
no hay diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tratamientos (p valor
> 0.05.), lo que respalda la idea de que la respuesta de desesperanza no se establecio por

parte de ninguno de los grupos.
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5.1.3 Resultados para la variable “Respuestas nulas”

La grafica 5-3 presenta la media de puntuaciones de los grupos para la variable
‘respuestas nulas”. Se consideraron respuestas nulas aquellas en las que el animal no

salia del compartimento en el que se presentaba el choque, aun después de iniciado éste.
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Figura 5-3 Frecuencia de Respuestas nulas.

Para analizar las posibles diferencias en la respuesta que pudieran ser inducidas por los
tratamientos se empleé un test de Kruskal-Wallis que arroj6 un p valor > 0.05., esto permite
concluir que no existen diferencias estadisticamente significativas entre grupos en

términos de las respuestas nulas.

Sin embargo, como se ha evidenciado en los andlisis de las variables tenidas en cuenta
para el test de desesperanza aprendida, este fendmeno se observo para todas las
variables analizadas en el test de desesperanza aprendida, esto en parte, debido a que la

respuesta de desesperanza no se adquirié en ninguno de los grupos de tratamiento.



Evaluacioén de los efectos de FCS-304 en modelos de depresion en roedores

5.2 Test de nado forzado

Para el andlisis de los efectos de FCS-304 en el test de nado forzado, se utiliza la variable
“tiempo de inmovilidad” en la que se contabiliza el tiempo total de inmovilidad (suma total
de los segundos en los que el animal sélo realiza los movimientos necesarios para

mantenerse a flote) durante la sesion (5 minutos).

5.2.1 Resultados para la variable “tiempo de inmovilidad”

En la figura 5-4 puede apreciarse el tiempo total de inmovilidad de los sujetos en el test
de nado forzado, en esta imagen se destaca el hecho de que imipramina y dosis alta
presentan menores tiempos promedio de inmovilidad que los demas tratamientos, para

establecer posibles efectos del tratamiento se realiza un test de Kruskal-Wallis.

liempo total de inmovilidad (segundos)

@Vehiculo RImpramina N Dossbaja MDosis media B Doss aita

Figura 5-4 Tiempo total de Inmovilidad en el test de Nado Forzado

Los resultados obtenidos en el test de Kruskal-Walis arrojan un p valor < 0.05, que permite
establecer que hay diferencias estadisticamente significativas de la variable Tiempo de
Inmovilidad con respecto al Tratamiento. En consecuencia se aplica el test LSD de Fisher,
cuyos resultados permiten agrupar el Vehiculo, la Dosis baja y la Dosis media con

resultados altos (alrededor de 70.06) y la Dosis alta con la Impramina que muestran
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resultados mas bajos (alrededor de 20.83), (p<0,05; LSD Fisher). Esto respalda la idea de
gue la dosis alta tiene un efecto de tipo antidepresivo en el test de nado forzado,
disminuyendo el tiempo de inmovilidad total en el mismo y generando un cambio en el

tiempo de inmovilidad similar al generado por la imipramina.

5.3 Test de reversion de reserpina

Para el test de reversion de reserpina se tuvieron en cuenta dos variables: ptosis y
aquinesia. La ptosis consiste en el grado de cerramiento ocular que presenta un animal
después del tratamiento con reserpina; mientras que la aquinesia representa la

incapacidad del animal de cambiar de posicién durante un tiempo total de 15 segundos.

5.3.1 Resultados para la variable “Ptosis”

La figura 5-5 presenta el porcentaje de sujetos por grupo presentando algin grado de de
la variable “ptosis”. El eje de las abscisas se puede ver el grado de cerramiento ocular

(medido de 0 a 4) y en el de las ordenadas los diferentes tratamientos.
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Figura 5-5 Cantidad de sujetos por tratamiento presentando Ptosis

Como se menciond previamente, esta variable podria adquirir cuatro valores diferentes
entre los que se encontraban 0= ojos abiertos, 1= ojos un cuarto cerrados, 2= ojos dos
cuartos cerrados, 3= 0jos tres cuartos cerrados y 4= 0jos totalmente cerrados. Dado que
estas variables son de tipo categorico se pretende emplear el test de X2 de Pearson; sin

embargo, dado que éste requiere que los valores esperados conjuntos sean mayores a
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cinco, en su lugar se hace el test de X2 con un un p-valor simulado de 0.0015998 a partir
de 107{4} simulaciones (Ver anexo). Existe, entonces, evidencia estadisticamente

significativa de la asociacion entre las variables Tratamiento y Ptosis.

Se puede establecer que los grupos de tratamiento “dosis alta” y “dosis media” tienen un
comportamiento similar al tratamiento “imipramina”, mientras que los tratamientos
“vehiculo” y “dosis baja” tienen un perfil similar. Esto sugiere un efecto protector de las

dosis alta y media sobre esa variable en patrticular.

5.3.2 Resultados para la variable “Aquinesia”

La Figura 5-6 presenta la cantidad de animales con presencia o ausencia aquinesia en los

animales para cada tratamiento.

Esta variable puede adquirir dos valores posibles: presencia de aquinesia “si” 0 ausencia
de aquinesia “no”. Por tanto, se plantea la realizacion de un test de X2; sin embargo, se
hace el test de X2 con un un p-valor simulado de 0.4919508 a partir de 10°{4} simulaciones.
En consecuencia, no existe evidencia estadisticamente significativa de la asociacion entre

las variables Tratamiento y Aquinesia.
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Figura 5-6 Cantidad de sujetos presentando Aquinesia en cada uno de los grupos.

5.4 Test del eje rodante

En el test del eje rodante se establece el tiempo promedio que puede permanecer un

animal sobre un eje en movimiento. Este test contrasta mediciones en dos momentos
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diferentes, una en el dia 1 (previo a la administracion de cualquier sustancia) y otra en el
dia 2 (dia en el que se administra la sustancia una hora antes de la presentacion del test),
para establecer si el tratamiento tiene efectos sobre la motricidad del sujeto. La tabla 5-1

presenta los promedios grupales de desempenio en la prueba del eje rodante en los dias 1

y 2.

Tabla 5-1 Comparacién de los grupos de tratamiento en el tiempo sobre el eje rodante en
los dias 1y 2 de realizacién de la tarea.

Error Estdndar Error Estandar
Tratamiento Dial Dial Dia 2 Dia 2
Vehiculo 17 4 28 6
Imipramina 27 8 22 6
Dosis alta 12 3 11 3
Dosis media 11 3 14 4
Dosis baja 21 8 23 7

Para establecer si pueden existir diferencias entre los tratamientos, se realiza un test de
Kruskal- Wallis que arroja un valor p>0,05 lo que indica que no hay diferencias entre

tratamientos.

Al aplicar el test pareado de Wilcoxon-Mann-Whitney en los datos correspondientes a cada
uno de los tratamientos se observa que no hay diferencias estadisticamente significativas

entre el tiempo 1y el tiempo 2 para ninguno de los tratamientos (p>0,05).
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5.5 Test de potenciacion de L-5-HTP

En este test, se evalud la frecuencia de diferentes conductas: Temblores, sacudidas de
cabeza, abduccion de extremidades y retrocesos.

5.5.1 Resultados para la variable “Temblores”

La figura 5-7 presenta los valores promedio de la frecuencia de temblores presentada por
los sujetos de los diferentes grupos. Se cuantific el total de veces que los animales
presentaron esta conducta a lo largo de toda la sesién experimental.
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Figura 5-7 Frecuencia de temblores en los grupos.

Se realiza un test de Kruskal-Wallis para establecer si existen diferencias estadisticamente
significativas entre grupos y se obtiene un valor p<0.05 que permite establecer que existen
diferencias estadisticamente significativas de la variable Frecuencia de Temblores con
respecto al Tratamiento. En consecuencia se aplica el test LSD de Fisher, cuyos resultados
permiten agrupar la Dosis baja y el Vehiculo con resultados bajos (alrededor de 9.5) y a su

vez la Imipramina la Dosis media y la Dosis alta con resultados altos (alrededor de 25.18).
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5.5.2 Resultados para la variable “Sacudidas de Cabeza”

En la figura 5-8, se presentan los resultados obtenidos por los grupos en términos de la
cantidad de sacuidas de cabeza durante toda la sesidén experimental; se puede observar
gue los animales del grupo control presentaron pocas de estas conductas en comparacion

con los animales de los demas tratamientos.
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Figura 5-8 Frecuencia de la variable “sacudidas de cabeza”.

Para establecer si existen diferencias entre los tratamientos, se realiza un test de Kruskal-
Wallis, que encuentra diferencias estadisticamente significativas de la variable Frecuencia
de Sacudidas de Cabeza con respecto al Tratamiento (p valor < 0.05). En consecuencia
se aplica el test LSD de Fisher, cuyos resultados permiten agrupar la Dosis baja y la Dosis
media con resultados medios (alrededor de 77.58). Los demas tratamientos muestran
comportamientos disimiles. Puede apreciarse como la dosis alta genera mayor cantidad
de sacudidas de cabeza que los demés tratamientos, y la media y la baja un efecto medio,

lo que sugiere un posible efecto dosis dependiente de FCS-304 (Ver anexos).
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5.5.3 Resultados para la variable “Abduccion de extremidades”

La Figura 5-9 presenta los resultados de los tratamientos para la variable “abduccion de
extremidades”, que consiste en una contraccion de las extremidades posteriores de los

sujetos.
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Figura 5-9 Frecuencia de la variable “abduccion de extremidades”.

Para establecer si existen diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos, se realiza un test de Kruskal-Wallis, que arroja los siguientes resultados:

El test de Kruskal-Wallis encuentra diferencias estadisticamente significativas de la
variable Frecuencia de Abduccion de Extremidades con respecto al Tratamiento (p valor <
0.05). En consecuencia se aplica el test LSD de Fisher, cuyos resultados permiten agrupar
la Dosis baja, la Dosis media, la Dosis Alta y la Imipramina con resultados altos (alrededor

de 87.61) dejando aparte el Vehiculo.

Estos andlisis sefialan que los animales tratados con vehiculo presentan menor cantidad
de abduccién de extremidades, en comparacién con los otros tratamientos. Por otro lado,
los tratamientos dosis baja y media presentan un ligero incremento del tiempo de

abduccion en comparacién con los grupos imipramina y dosis alta.
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5.5.4 Resultados para la variable “Retrocesos”

La Figura 5-10 presenta la frecuencia de la variable “retrocesos” en los diferentes
tratamientos. Se asumio la presencia de retrocesos cada vez que los animales caminaban
hacia atrés.

Se realiza un test de Kruskal-Wallis que arroja un p valor< 0.05 lo que permite identificar

diferencias estadisticamente significativas de la variable Frecuencia de Retrocesos con
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Figura 5-10: Frecuencia de la variable “retrocesos”.

respecto al Tratamiento. En consecuencia se aplica el test LSD de Fisher, cuyos resultados
permiten agrupar la Imipramina, la Dosis baja y la Dosis media con resultados medios

(alrededor de 16.67). Los demas tratamientos muestran comportamientos disimiles.
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6.Discusion

A pesar de que los modelos animales de depresién y en general, de los trastornos
psiquiatricos han sido ampliamente criticados pues se alude a que los “sentimientos” y
emociones “tipicamente humanos” son imposibles de reproducir en el laboratorio, se ha
encontrado que dichos modelos resultan de utilidad para la prediccion del valor terapéutico
potencial de diferentes sustancias que se emplean actualmente como antidepresivos,
debido a que estos modelos parten de varios supuestos importantes, como el
modelamiento de conductas que se parezcan al fenbmeno en cuestion o la busqueda de
genes que estén vinculados con la respuesta tanto en humanos como en animales de
laboratorio (Pryce & Seifritz, 2011).

Entendiendo lo anterior, se buscé realizar serie de tareas o pruebas que permitieran la
aproximacion a la generacién de un perfil antidepresivo para la sustancia FCS-304. Para
esto, se evalu6 el desempefio de la sustancia en el test de “desesperanza aprendida” que
consiste en una modificacion del modelo originalmente propuesto por Seligman, en 1971

(Seligman, citado en Vollmayr & Henn, 2001).

6.1 Test de desesperanza aprendida

Los hallazgos en el test de desesperanza aprendida, permiten notar que no se logré
establecer la respuesta de desesperanza; sin embargo, en términos de las respuestas de
evitacion, se encuentra que durante la presentacion de la luz los grupos tratados con dosis
alta, media, baja e imipramina presentan mayor cantidad de cruzamientos y, aunque
ninguno de los pardmetros evaluados gener6 diferencias estadisticamente significativas
entre grupos, llama la atencion que los animales tratados con el vehiculo presentaron una
menor cantidad de respuestas de evitacion, sefialando que probablemente, no
establecieron con claridad la relacion entre el estimulo condicionado (luz) y el

incondicionado (choque eléctrico).

En términos de las respuestas de escape y las respuestas nulas se encuentra que no
existen diferencias entre tratamientos. Lo que resulta sorprendente, pues de acuerdo con
el modelo de desesperanza lo que se esperaria es que en condiciones de libertad de

evitacion y escape, los animales no tratados fueran diferentes de los grupos que reciben
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algun tratamiento, presentando mayor cantidad de respuestas nulas y menores cantidades
de respuestas de escape; asimismo, la literatura sugiere que los animales tratados con
algun tipo de antidepresivo seran diferentes estadisticamente de aquellos que no lo fueron
generando mayores respuestas de evitacion y escape y menos respuestas nulas (Vollmayr
& Henn, 2001). Este hallazgo resulta interesante en varios niveles porque sefiala varios
aspectos metodolégicos a analizar, asi como aspectos del constructo subyacente al

modelo.

En términos metodoldgicos, vale analizar si el protocolo de desesperanza empleado es el
adecuado para instaurar la respuesta: en su trabajo de grado para optar al titulo de
Quimica Farmacéutica, la estudiante Erika Natalia Romero (2014) estandarizé el modelo
obteniendo la respuesta de desesperanza, distinguiendo claramente entre animales
tratados con vehiculo y con imipramina; sin embargo, aunque el protocolo empleado en
este trabajo cumpli6 con los pardmetros propuestos, se encontré6 que los animales
presentaban conductas diferentes, probablemente por las caracteristicas del
entrenamiento, o por los horarios en los que éstos fueron manipulados, pues la mayoria
de los animales eran retirados de experimentacion antes de las tres de la tarde,

probablemente implicando algun tipo de cambio sobre su ciclo circadiano.

En segundo lugar, el modelo de la caja y el protocolo experimental son muy similares a los
aparatos y protocolos del test de evitacién pasiva (Vicens-Costa et al., 2011), lo que
indicaria que aunque las respuestas no son adecuadas para un test de desesperanza
aprendida, que era lo que esperaba encontrarse, pueden ser interesantes para evaluar la
capacidad de aprendizaje de los animales, mostrando que ninguno de los tratamientos
afecta la capacidad de aprendizaje de los sujetos, en la medida que todos pueden llegan

a escapar o evitar el choque con éxito en el momento.

Sin embargo si se abordan los resultados desde el modelo de desesperanza aprendida,
se puede ver que los animales no adquirieron la respuesta de indefension, incluso aquellos
gue no estaban tratados con antidepresivo, lo que sugiere que el protocolo debe revisarse
posteriormente para corregir posibles aspectos metodolégicos y tedricos vinculados con

su estandarizacion.
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6.2 Test de nado forzado

En el test de nado forzado se observa que la imipramina disminuye la frecuencia de
inmovilidad en el test, lo que es coherente con lo reportado previamente (Porsolt et al.,
1977), adicionalmente, se encuentra que la dosis alta se comporta de manera similar a la
imipramina, mientras que las dosis media y baja se comportan de manera similar al
vehiculo, sin embargo, este hallazgo sobre la frecuencia de la inmovilidad en el test es
coherente con lo hallado en el test de desesperanza aprendida, en lo referente a los
cambios durante la latencia condicionada, asi como en los cambios durante el estimulo
condicionado. Esto puede sugerir un efecto dosis dependiente en la respuesta de
inmovilidad. No obstante, dado el tamafio de la muestra, es dificil establecer con claridad
el efecto de cada tratamiento, dado que al tener seis sujetos por tratamiento la posibilidad

de que los datos sean altamente variables se ve incrementada.

En términos del tiempo, el perfil por grupo es bastante similar al observado en el apartado
de frecuencias de respuesta, lo que quiere decir que los grupos imipramina y dosis alta
siguen mostrando menores tiempos de inmovilidad en comparacion con las dosis media,
baja y vehiculo. Se debe resaltar el hecho de que la dosis alta tenga un comportamiento
similar a la imipramina y esto puede sugerir que al menos, en esta prueba se puede

vislumbrar el potencial antidepresivo reportado por Vergel et al., (2010).

6.3 Test de reversion de reserpina

Como se sefial6 en el método, para el test de reversion de reserpina se tuvieron en cuenta
dos variables principales: aquinesia y ptosis palpebral. En términos de la aquinesia, se
encontré que ninguno de los tratamientos mostré efectividad del cien por ciento sobre esa
variable, sin embargo, se puede ver que la mayoria de los animales tratados con el
vehiculo presentaron aquinesia, mientras que en los demas grupos la presencia de
aquinesia o no aquinesia se present6 de manera indiferenciada. Esto dio como resultado
gue ningun grupo generara diferencias estadisticamente significativas en términos de esta

medida.

Por otro lado, al analizar la ptosis palpebral, se encontré que ningun animal tratado con
imipramina presento alguno de los grados posibles de “cerramiento” ocular, asimismo, los

animales tratados con FCS-304 presentaron un grado de apertura ocular mayor que la de
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los animales tratados con el vehiculo, sin embargo, al tratarse de un test en el que se
evalla el grado de apertura ocular, el tamafio de seis animales por grupo hace dificil el

establecimiento de un efecto.

Al respecto, se puede encontrar que en 1984, Paul Willner realiz6 una revision de las
pruebas con mejores indices de validez disponibles para el estudio de modelos animales
de depresion, y dentro de ellas se encontrd el modelo de reversion de los efectos de
reserpina; en ese momento, Willner describié que el modelo requeria mayor validez
aparente pues, su validez estaba limitada a detectar efectos de sustancias como los
inhibidores de la Monoaminooxidasa (Willner, 1984). En este caso, dado que la sustancia
de interés es un potencial inhibidor de monoaminooxidasa, el test de reversion de reserpina

es adecuado para su evaluacion.

6.4 Test del eje rodante

Como se sefialo previamente, el test del eje rodante, permite evaluar neurotoxicidad (Lapa
et al., 2001) en este caso, se evidencié que ninguna dosis genera cambios significativos
sobre la movilidad de los animales, esto respalda las observaciones del estudio de Vergel
et al., (2010) que sefal6 que FCS-304 no producia cambios sobre la coordinacién motriz,
incluso con la dosis mas alta. Este resultado resulta bastante positivo debido a que al no
encontrar efectos sobre la motricidad, puede sospecharse que esta sustancia no tendra

efectos generales sobre el estado de activacion y respuesta del sujeto.

6.5 Test de Potenciacion de L-5-HTP

Probablemente, los resultados mas interesantes de este trabajo estan vinculados con los
hallazgos en este test: los animales tratados con el vehiculo presentaron menor cantidad
de temblores, abduccion de extremidades, sacudidas de cabeza y retrocesos tanto en
términos de frecuencia de éstos, como en el tiempo total de los mismos; por otro lado, los
tratamientos imipramina y dosis alta presentaron las mayores puntuaciones en la mayoria
de las variables sugiriendo asi la presencia del cuadro serotoninérgico generado por la

interaccion entre L-5-HTP y los agonistas monoaminérgicos (Haberzettl, Bert, Fink, & Fox,
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2013). Es notable que la dosis baja presenté menores puntuaciones en todos los

pardmetros, sugiriendo un efecto dosis dependiente en la respuesta de interaccion.

En términos de la respuesta “temblores” se encuentra que el vehiculo presenta menor
cantidad de temblores que los animales tratados con FCS-304 o con imipramina, lo que
permitiria establecer un efecto vinculado con la inhibicién de monoaminooxidasa propuesto
previamente por Vergel et al., (2010); asimismo, el tiempo de ejecucion de temblores

presenta un perfil similar.

Cuando se revisan las variables de “sacudidas de cabeza” en términos graficos, se puede
observar una interesante tendencia a organizarse como una escalera, donde en la base
se encuentran los sujetos que reciben dosis bajas, en el medio, las dosis medias y en la
cima, las dosis altas. Esto sugiere un efecto dosis dependiente en el caso de la generacién
de respuestas de sacudidas de cabeza. Sin embargo, en términos del tiempo, la
organizacion de los datos no se da con la misma tendencia, de todos modos, puede
observarse que se mantiene el vehiculo en la puntuacion mas baja y la dosis mas alta,

generando la mayor cantidad de tiempo de sacudidas de cabeza.

La variable “abduccién de extremidades” sefiala el mismo efecto observado en los casos
anteriores: los animales tratados con el vehiculo presentaron una menor magnitud de
respuesta y un menor tiempo de ejecucién de la misma; se encuentra que en este caso las
puntuaciones fueron bastante similares en los grupos de dosis, es decir, las puntuaciones

promedio en esta variable se agruparon alrededor de los mismos valores.

Finalmente, analizando la respuesta de retrocesos, se encuentra que los animales tratados
con vehiculo son significativamente diferentes de los animales tratados con FCS-304 o con
imipramina. Se encuentra que los animales tratados con la dosis alta, como se vio en los
modelos anteriores, presentaron un mayor nimero de retrocesos y un mayor tiempo de

ejecucion de la misma respuesta.

En sintesis, el modelo de L-5-HTP representa un interesante procedimiento para
establecer la actividad sobre el sistema serotoninérgico (directa o indirecta) de las
sustancias con potencial antidepresivo, sin embargo, se puede considerar la posibilidad de
incluir un marcador en el que se analice directamente la disponibilidad de serotonina a
nivel intracerebral; en este caso, podria realizarse un procedimiento de microdialisis que

permita vincular lo observado conductualmente, con marcadores fisiol6gicos.
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6.6 Analisis general de los modelos

Tras un andlisis aislado de cada modelo, es conveniente realizar una revision de los datos
en términos de grupo de los mismos. En primer lugar, se debe sefalar que los
experimentos de desesperanza aprendida, nado forzado y reversion de reserpina fueron
realizados en ratas hembra, lo que puede indicar en algun sentido que una buena parte de
la variacion de las puntuaciones puede derivar del hecho de que las hembras posiblemente
son mas sensibles a cambios ambientales y endocrinos que los machos. (Chen, W.
Shields, J., Huang,W., King, J. A., 2009).

Otra forma de explicar en alguna medida la inconsistencia entre los hallazgos observados
en ratas y ratones (los hallazgos en ratones son mas consistentes, menos dispersos y se
pueden identificar claramente efectos), puede ser a través de los posibles efectos de la
estimulacion aversiva de tipo choque eléctrico que recibieron las ratas, pero no los ratones.
La literatura describe que cambios a nivel de respuestas fisiolégicas (aumento en la presion
sanguinea, disminucidn de peso) y de respuestas conductuales (socializacién, respuesta
locomotora) pueden ser inducidos por la exposicion a choques eléctricos inescapables.
Aunque la duracion de la exposicion a los choques no fue tan duradera, es probable que
el estrés inducido alterara el patrén de respuesta en términos de la ejecucidn de conductas
0 en términos de los sistemas de procesamiento de respuestas (Bobrovskaya, Beard,
Bondarenko, Beig, Jobling, Walker & Nalivaiko, 2013).

Esto hace evidente el hecho de que cuando se realiza una investigacion de screening
deben incluirse varios tipos de prueba encaminados a confirmar efectos y a detectar
variaciones que probablemente no serian facilmente identificables al emplear un solo
modelo, esto permite mejorar los aspectos vinculados con la validez y confiabilidad de los
modelos (Kalueff, Wheaton, & Murphy, 2007; Willner, 1984)

Adicionalmente, en lo tocante a la posibilidad de generalizacion de los datos, debe tenerse
en cuenta que nuameros de animales tan pequefios como los del presente estudio no
pueden interpretarse en términos de resultados concluyentes; asimismo, como sefialan
(Kalueff et al., 2007; O’Leary, O’Brien, O’Connor, & Cryan, 2014; Pryce & Seifritz, 2011) se

hace necesario vincular las observaciones clinicas con la investigacion de laboratorio e
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integrarse en panoramas de investigacién translacional y farmacogenética, dado que
permitirian vincular con claridad el potencial farmacolégico y de efectividad de un
tratamiento especifico. En ese sentido, seria necesario proponer investigaciones que

empleen los modelos clasicos incorporando elementos clinicos y genéticos.
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7.Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

La molécula FCS-304 muestra un perfil de interés en términos de su potencial
antidepresivo; particularmente en tests con alta validez predictiva como el de nado forzado
(Willner, 1984) sin embargo, el mejor desempefio de la molécula se hizo evidente en el
modelo de potenciacion de L-5-HTP, en el que se pudo apreciar con claridad un efecto
dosis dependiente del tratamiento.

No se logré establecer la respuesta de desesperanza en ningln grupo, por tanto, respecto
a este modelo no es posible identificar un posible efecto de los tratamientos.

El test de nado forzado permitié establecer el efecto de tipo antidepresivo de la dosis alta,
pues los animales de este tratamiento tuvieron resultados similares a los de los animales

tratados con imipramina.

La respuesta de Ptosis fue adecuadamente inhibida por imimpramina y FCS-304,
permitiendo sustentar un mecanismo de inhibicion de la Mono Amino Oxidasa A en
modelos in vivo. En cuanto a la reversion de la Aquinesia, Imipramina y FCS-304 no
tuvieron efectos, probablemente porgque la aquinesia esta mediada a través de dopamina,

gue es degradada por monoaminooxidasa B.

Ninguna de las dosis empleadas de FCS-304 indujo incoordinacion motora, descartando

efectos neurotoxicos de FCS-304.

El test de potenciacion de L-5-HTP sefiala un efecto bastante claro de la dosis alta sobre
las conductas de los sujetos, lo que permitiria respaldar el mecanismo propuesto de

inhibicion de la MAO. Esto se puede ver en cada uno de los parametros evaluados.
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7.2 Recomendaciones

En términos de la sustancia de interés, se sugiere realizar estudios de solubilidad de FCS-
304 con el fin de establecer cual puede ser el mejor vehiculo para administrar la sustancia.
Esto debido a que aunque en este caso se logré una solubilizacion adecuada, es posible
gue con otros vehiculos pueda lograrse un mejor sistema de entrega. En la misma via,
puede analizarse la posibilidad de hacer una caracterizacibn quimica completa de la

sustancia para establecer sus caracteristicas mas relevantes.

En lo tocante al analisis general se puede concluir que es necesario realizar mas
investigaciones que permitan confirmar con mayor seguridad los efectos observados. Las
pruebas de antagonismo farmacolégico mostraron un mejor desempefio en el
establecimiento de efectos diferenciales que las pruebas de tipo comportamental; en ese
sentido, los resultados pueden deberse, como se ha dicho previamente a un efecto del
tamafio de la muestra y a la variabilidad de los sujetos dentro de los grupos, asi como a

condiciones del espacio de experimentacion.

En cuanto a las pruebas realizadas, se sugiere que se evalien tanto machos como
hembras, para establecer que los efectos observados en la prueba son resultado de la
intervencion farmacolodgica y no de otro tipo de variables extrafias. Asimismo, se sugiere
la necesidad de replicar los hallazgos aqui presentados en un nimero mayor de animales
y con representantes de ambos sexos. Asimismo, puede considerarse la posibilidad de
incluir otros tratamientos farmacoldgicos con un perfil similar para establecer con precision

la eficacia de la molécula FCS-304.

Se recomienda hacer estudios biofarmacéuticos de la sustancia, por ejemplo, evaluar
diferentes vehiculos, para establecer si pueden mejorarse aspectos vinculados con la
biodisponibilidad y la solubilidad de FCS-304.

El procedimiento de “desesperanza aprendida” debe ser nuevamente sometido a prueba,
debido a que aunque los animales difirieron en algunas mediciones, no es claro que los

animales hayan adquirido la respuesta de “desesperanza”, como se sugirié en las
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conclusiones, debe examinarse la posibilidad de que el fendbmeno observado corresponda

ma&s con un proceso de evitacidn activa, que con uno de “desesperanza aprendida”.

Se propone el andlisis del tejido cerebral de los animales tratados para establecer si
pueden evidenciarse cambios sobre la distribucién de receptores o sobre la densidad
neuronal en regiones especificas del cerebro, especificamente sobre hipocampo,

amigdala, area tegmental ventral y ndcleos de rafé.

Existe una necesidad de hacer screenings multiobjetivo que permitan hacer analisis
amplios de los efectos de una sustancia con potencial farmacologico, pero esos hallazgos
deben tener alguna posibilidad de ser vinculados con hallazgos derivados de la clinica y la
genética, dados los importantes avances en este caso.

Es necesario reformular el modelo de desesperanza aprendida instaurado, debido a que
no es posible distinguir si lo observado corresponde con el modelo de desesperanza o con
un modelo de evitacion activa (Vicens-Costa et al., 2011).
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1.Salidas estadisticas test de

desesperanza aprendida

1.1 Resultados del test de Kruskal- Wallis para la variable “respuestas de

escape”

Kruskal-Wallis rank sum test data: ESCAPE by TRAT
Kruskal-Wallis chi-squared = 1.9686, df = 4, p-value = 0.7415

1.2 Resultados del test de Kruskal- Wallis para la variable “respuestas de

evitacion”

Kruskal-Wallis rank sum test data: EVITAC by TRAT
Kruskal-Wallis chi-squared = 2.127, df = 4, p-value = 0.7124

1.3 Resultados del test de Kruskal- Wallis para la variable “respuestas nulas”

Kruskal-Wallis rank sum test data: NULAS by TRAT
Kruskal-Wallis chi-squared = 1.5522, df = 4, p-value = 0.8174
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2.Salida estadistica test de nado
forzado

2.1 Resultados del test de Kruskal-Wallis para la variable tiempo de

Inmovilidad

Kruskal-Wallis rank sum test data: TiempolInmo by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 14.232, df = 4, p-value = 0.00659

2.2 Resultados del test F de Fisher para la variable tiempo de Inmovilidad

Tratamiento Media Grupo

Dosis baja 74.00000 a
Dosis media  73.60000 a
Vehiculo 63.16667 a
Dosis alta 20.83333 b

[mipramina  15.75000 b
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3.Salidas estadisticas test de

reversion de reserpina

3.1 Resultados del test de X2 para la variable Ptosis

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 10000
replicates)data: Ptosis and Tratamiento
X-squared = 28.8657, df = NA, p-value = 0.0016

3.2 Resultados del test de X2 para la variable Aquinesia

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (based on 10000
replicates)data: Agquinesia and Tratamiento
X-squared = 3.9317, df = NA, p-value = 0.492
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4.Salidas estadisticas test del eje

rodante

4.1 Resultados del test de Kruskal Wallis para la variable “Tiempo sobre el

eje” entre tratamientos:

Kruskal-Wallis rank sum test data: Tiempo.sobre.el.eje by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 5.7099, df = 4, p-value = 0.2219

Wilcoxon signed rank test with continuity correction data:
Tiempo.sobre.el.eje by Tiempo

vV = 154.5, p-value = 0.1758

alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

4.2 Resultados del test de Kruskal-Wallis para la variable “Tiempo sobre el

Eje para cada uno de los dias y tratamientos”

s 1
Kruskal-Wallis rank sum test data: xS$Tiempo.sobre.el.eje and
x$Tratamiento

Kruskal-Wallis chi-squared = 1.9005, df = 4, p-value = 0.754

$2°

Kruskal-Wallis rank sum test data: xS$Tiempo.sobre.el.eje and
x$Tratamiento

Kruskal-Wallis chi-squared = 4.923, df = 4, p-value = 0.2953

SCONTROL

Wilcoxon signed rank test with continuity correction data:
x$Tiempo.sobre.el.eje by x$Tiempo

V =1, p-value = 0.05848

alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

$°DOSIS ALTA"

Wilcoxon signed rank test with continuity correction

data: xS$Tiempo.sobre.el.eje by x$Tiempo

vV = 10, p-value = 0.5862

alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

$ DOSIS BAJA®

Wilcoxon signed rank test with continuity correction

data: xS$Tiempo.sobre.el.eje by x$Tiempo

V = 6, p-value = 0.4004

alternative hypothesis: true location shift is not equal to O



Evaluacioén de los efectos de FCS-304 en modelos de depresion en roedores

$°DOSIS MEDIA®

Wilcoxon signed rank test with continuity correction

data: xS$Tiempo.sobre.el.eje by x$Tiempo

V =7, p-value = 0.5282

alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0

$IMIPRAMINA
Wilcoxon signed rank test with continuity correction data:
x$Tiempo.sobre.el.eje by x$Tiempo

V = 16, p-value = 0.2932

alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0
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5.Salidas estadisticas test
Potenciacion de L-5-HTP

5.1 Resultados del test de Kruskal Wallis para la variable “Frecuencia de

Temblores”:

Kruskal-Wallis rank sum test data: Frecuencia.Temb by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 13.1528, df = 4, p-value = 0.01055

5.2 Resultados del test LSD de Fisher para la variable “Frecuencia de

Temblores”:

Frecuencia de Temblores

Tratamiento Media Grupo

Dosis media 28.50000 a
Dosis alta 25.40000 a
Imipramina  21.66667 ab
Dosis baja 14.50000 ab
Vehiculo 1.50000 b
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5.3 Resultados del test de Kruskal Wallis para la variable “Sacudidas de

Cabeza”:

Kruskal-Wallis rank sum test data: Frecuencia.SC by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 20.71, df = 4, p-value = 0.0003615

5.4 Resultados del test de LSD de Fisher para la variable “Sacudidas de
Cabeza”:

Frecuencia de Sacudidas de Cabeza

Tratamiento Media Grupo

Dosis alta 134.00000 a
Dosis media 85.00000 b
Dosis baja 70.16667 be
Imipramina 32.83333 cod

Vehiculo 3.50000 d
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5.5 Resultados del test de Kruskal Wallis para la variable “Frecuencia de

Abduccion de Extremidades”:

Kruskal-Wallis rank sum test data: FrecuenciaAbd by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 14.1623, df = 4, p-value = 0.006795

5.6 Resultados del test de LSD de Fisher para la variable “Sacudidas de
Cabeza”:

Frecuencia de Abduccion de Extremidades

Tratamiento Media Grupo

Dosis media 98.16667 a
Dosis baja 03.66667 a
Dosis alta 87.00000 a
Imipramina 71.50000 a

Vehiculo 5.00000 b
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5.7 Resultados del test de Kruskal Wallis para la variable “Retrocesos”:

Kruskal-Wallis rank sum test data: Frec.Ret by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 17.5037, df = 4, p-value = 0.001542

5.8 Resultados del test de LSD de Fisher para la variable “Retrocesos”:

Frecuencia de Retrocesos

Tratamiento Media Grupo

Dosis alta 35.40000 a
Dosis media  18.16667 b
Dosis baja 16.33333 b
[mipramina 1550000 b

Vehiculo 0.00000 ¢




